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النواقل  Vectors
النواقل Vectors هي فيروسات أو قطع دنا غير كروموسومية تعزل من البكتريا تسمى البلازميدات و هناك أيضا أنواع صناعية تصنع في المختبرات أو شبه صناعية.

هناك صفات يجب أن تتوفر في النواقل منها :

· يفضل أن تكون النواقل جزيئه صغيرة الحجم لسهولة التعامل معها.
· أن تكون سهلة التحضير وتتواجد بشكل مسترخي ( متعدد النسخ ) مما يزيد من كفاءة عزلها.
· أن تكون قادرة على التضاعف داخل الخلية المضيفة 
· أن تكون حاوية على موضع للقطع وبعض الأحيان على موضعين للقطع بواسطة الأنزيمات القاطعة.
· أن تحتوي صفة انتقائية يمكن على أساسها انتقاء الخلايا المتحولة مثل صفة المقاومة لأحد المضادات الحياتية.
البلازميدات Plasmids :
[image: image1.emf]عبارة قطع من DNA قابلة على التكاثر باستقلالية عن بقية الحمض النووي الموجود في الكروموسوم وهي ذات شكل دائري تتوارث بثبات على شكل قطع منفصلة. تنشر البلازميدات داخل الخلايا البكتيرية وهي تختلف في أحجامها منها ما يكون حجمه اقل من 1X106 Daltons في حين يزيد حجم البعض الأخر على 200X106 Daltons. وجود البلازميدات غير ضروري لحياة البكتريا إلا انه يعطي المضيف صفات أضافية مثل المقاومة للمضادات الحياتية وإنتاج الهيمولايسين وتحمل المعادن الثقيلة.
نماذج من النواقل:
البلازميد PBR322 من أكثر البلازميدات استعمالا كناقل كلونة وهو يمتاز بالصفات التالية:

· صغير الحجم 4362 زوج قاعدة 
· تضاعفه من نوع المسترخي (اي لا يوجد تشديد على عدد نسخه في الخلية)
· يمكنه حمل قطعة دنا غريبة بحدود 10 كيلو زوج قاعدة 
· معروف التسلسل النيوكليوتيدي.
· يحتوي مواقع مفردة للعديد من الإنزيمات القاطعة.
· يحتوي صفتين مظهريتين (مقاومة الأمبسلين ومقاومة التتراسايكلين).
· هناك العديد من البلازميدات المشتقة منه وهي PBR325, PBR153, RSF124 
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النواقل الفيروسية Viral Vectors
تتميز النواقل الفيروسية بعدد من الصفات التي تجعلها أكثر ملائمة من النواقل البلازميدية, وهي عبارة عن قطعة دنا مغطاة بغلاف بروتيني ومن أشهر أنواعها العاثي لامدا Lambda phage وهو فيروس بكتيري يستطيع حمل قطعة دنا مابين 8-20  كيلو زوج قاعدة وكذلك العاثيM13 .
العاثي لامدا bacteriophage ʎ: مكونه الوراثي عبارة عن جزيئه دنا خطية مزدوجة ذات طول 49 كيلو زوج قاعدة ويحتوي على نهايات لاصقةSticky ends  ( COS ) حيث يوجد في كل نهاية نتوء قصير لأحد الخيطيين مكون من 12 نيوكليوتيدة وان تسلسل القواعد النتروجينية لهذين النتوئيين مكملان لبعضهما. وهو يحمل 50 مورثة نصفها ضروريا لنمو وتضاعف العاثي. حيث يمكن استبدال المورثات الغير ضرورية في دنا العاثي بقطعة دنا غريبة ومن ثم يمكن تنمية العاثي الهجين وتكثيره داخل الخلية البكتيرية, وعند دخوله إلى خلية المضيف ترتبط النهايتان اللاصقتان يبعضهما لتكوين ما يعرف بموضع اللصق Cohesive (cos) site وكما أدناه .
الكلونة باستخدام العاثي لامدا
· عزل ناقل الدنا من العاثي وهضمه بالأنزيم القاطع.
· ربط  جزيئة العاثي لامدا إلى جزيئة الدنا المراد كلونتها بواسطة الأنزيم الرابط.
· تعبئة جزيئة الدنا.
· إصابة بكتريا E. coli بالعاثي والتحري عن الدنا المرغوب بواسطة التهجين.
[image: image8.emf][image: image9.emf]
الكوزميدات Cosmids Vector
[image: image10.emf]وهي عبارة عن ناقل كلونة هجين مشتقة من البلازميد البكتيري ودنا العاثي لمدا إذ يحتوي على موضع COS (نهايات لاصقة مشتقة من العاثي لمدا) وكذلك على صفة مظهرية واحدة ومنشأ للتضاعف وكذلك مواقع حساسة مفردة للعدد من الأنزيمات القاطعة وتتميز بصغر حجمها ويمكنها حمل جزيئة دنا غريبة حجمها 35- 50 كيلو زوج قاعدة.

الكلونة باستخدام الكوزميدات 

· قطع الكوزميد وفتحه من النهاية اللاصقة لناقل لمدا بواسطة إنزيم قاطع ملائم
· هضم الدنا المراد كلونته بنفس الأنزيم ربط الكوزميد المفتوح والدنا المهضوم بواسطة الإنزيم الرابط
· تكوين العاثي بطريقة التعبئة الخارجية In vitro packaging لتكوين العاثيات الناضجة من خلال إضافة بروتينات الرأس والذيل 
· إصابة بكتريا E. coli والبحث عن المستعمرات المقاومة للمضادات الحياتية ( الصفة المظهرية التي يحملها الكوزميد ).
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نواقل الكلونة  المشتقة من العاثيات مفردة الخيط  Single–stranded DNA Phages
عاثيات القولون الخيطية Filamentous coliphages وهي مجموعة من العاثيات المتشابهة تتألف من العاثيات M13& fd & fl وهي عكس العاثي لامدا لا يوجد حد لطول جزيئه الـ DNA المكن تعبئتها في الغلاف ألبروتيني 
النواقل الكروموسومية الصنعية Artificial Chromosomes
يوجد نواقل مصممة على شكل كروموسوم وفيها القطع الأساسية لكي تعمل على شكل كرموسوم ومن هذه الأنواع ما يعرف بالياك (YAC) كرموسوم الخميرة الصنعي (Yeast Artificial Chromosome / YAC)  والذي يستطيع نقل أكثر من 100-1000 كيلو زوج قاعدة, وكذلك الباك البكتيري (Bacterial Artificial Chromosome /BAC) الذي يستطيع حمل 75-300 كيلو زوج قاعدة وهو تحوير للبلازميد المعروف (E. coli fertility plasmid – F factor ).
انتقاء الهجائن:
هي عملية انتقاء للخلايا المستقبلة للجين المرغوب عن الأعداد الهائلة من الخلايا المزروعة المستقبلة لجزيئات هجينة حاملة  لجينات أخرى غير معنية بالدراسة. وبصورة عامة فان عملية الانتقاء تمر بمرحلتين 
· انتقاء الخلايا الهجينة ( الحاوية على جريئة هجينة ) و تمييزها عن خلايا المزرعة الطبيعية ( التي لا تحتوي على جزيئة هجينة ).
· انتقاء الخلايا الهجينة الحاملة للجين المرغوب وتمييزها عن الخلايا الحاملة لجينات أخرى غير معنية بالدراسة.
من المعلوم إن الخلايا الهجينة المتحولة بالبلازميدات تستخدم فيها طريقة التحول Transformation، ومهما بلغت كفاءة الطريقة فأن البلازميدات الهجينة لا تتمكن من الدخول إلى كل خلايا المزرعة، وبهذا سوف نحصل على خلايا متحولة و أخرى غير متحولة.
1- عملية انتقاء هذه الخلايا المتحولة تعتمد على وجود الصفة المظهرية التي يحملها البلازميد الناقل. على سبيل المثال: إذا كانت صفة البلازميد الناقل هي مقاومة الامبسلين AmpR, تزرع خلايا المزرعة بعد عملية التحول على وسط صلب يحتوي على هذا المضاد الحيوي. وبهذا سوف تنجح الخلايا المتحولة في النمو وتكوين المستعمرات (امتلكت صفة عن طريق البلازميد) في حين تفشل الخلايا الأخرى. 
2- إن نجاح الخلايا المتحولة بالنمو لا يعني بالضرورة احتوائها على بلازميد هجين, فقد يتدور البلازميد الناقل بدون الارتباط بالدنا الغريبة وبهذا فان دخول هذا البلازميد إلى الخلية سيجعلها مقاومة للأمبسلين. يتضح من هذا ضرورة التميز بين الخلايا المتحولة بالبلازميد الهجين(حامل الدنا الغريبة) وبين تلك المتحولة بالبلازميد غير الهجينة ( غبر حامل الدنا الغريبة), ويتم عادة من خلال عملية تعرف بالتثبيط بالغرس Inserional inactivation .
 التثبيط بالغرس  لفعاليات جينات المقاومة للمضادات الحياتية . 

[image: image11.emf]إن كلونة الدنا الغريبة في احد المواضع الحساسة المفردة الواقعة في جين المقاومة للتراسايكلين Tetracycline resistance سيثبط فعالية هذا ألجين مما يسمح بانتقاء خلايا E.coli المتحولة بالبلازميد الهجين حيث تكون مقاومة للأمبسلين Ampicillin resistance وحساسة للتراسايكلين, في حين تكون الخلايا المتحولة بالبلازميد غير الهجينة (المتدور على نفسه) مقاومة لكلا المضادين الحياتيين. تنقى الخلايا الهجينة عمليا عن طريق زرع الخلايا المتحولة على وسط صلب يحتوي على الأمبسلين ومن ثم تكرر بالنسخ (Replica-plated) وسط صلب محتوي  التتراسايكلين لتعيين المستعمرات الحساسة لهذا المضاد. المستعمرات غير النامية على الطبق المكرر.
Gene banks: are a means of preserving genetic material, be it plant animal. 
In plants, The genes are carried in the seeds, other plant parts, tissues, organs, cells or DNA. this could be by freezing cuts from the plant, or stocking the seeds.
In animals, this is the freezing of sperm and eggs in zoological freezers until further need. With corals, fragments are taken which are stored in water tanks under controlled conditions.

In an effort to conserve agricultural biodiversity, gene banks are used to store and conserve the plant genetic resources of major crop plants and their crop wild relatives. There are many gene banks all over the world, with the Svalbard Global Seed Vault being probably the most famous one.

Categories of gene banks:

National (ex: National Bureau of Plant Genetic Resources (NBPGR)-India)

Regional (ex: Nordic Genetic Resource Centre (NORDGEN)).
Global (Svalbard Global Seed Vault (SGSV).
بنك ( مكتبة ) الجينات Genomic Libraries
بنك الجينات: هو تكوين مجموعة من الكلونات الهجينة ( مستعمرات أو بقع عاثيات هجينة ) تحتوي بمجموعها على كل أو معظم الجينات الموجودة في كائن معين. هناك عدد من بنوك الجينات في أنحاء العالم. 
DNA bank: A collection of cloned DNA fragments from a single genome and ideally, representing the whole of the genome. 
يوجد نوعين من المكتبات الوراثية او بنوك الجينات:
· المكتبة الناتجة من شريط الدنا الوراثي 
· المكتبة الجينية لمكمل الدنا cDNA المنتجة من الترجمة العكسية للبروتين Revese translation 
تبنى بنوك ( مكتبات ) الجينات عادة بهضم الـDNA  الكلية بعد عزلها من الكائن هضما جزئيا بأحد إنزيمات التقييد ومن ثم غرس القطع الناتجة في ناقل كلونة مناسب ( غالبا ما تستعمل نواقل الكلونة المشتقة من العاثي لامدا او الكوزميدات لهذا الغرض ). بعد إدخال الجزيئات الهجينة إلى المضيف المناسب سنحصل على مجموعة من الكلونات التي يحتوي كل منها على جزء من مجين (Genome) ذلك الكائن, وتحتوي بمجموعها على كل الجينات الموجودة في الكائن المعني. كما في الشكل.
يعتمد عدد الكلونات الممثلة لبنك الجينات على عاملين رئيسيين هما: 

· حجم المجين الذي يتم عمل بنك الجينات له حيث كلما زاد حجم الجينوم زاد عدد الكلونات 
· حجم قطع دنا المجين المغروسة في ناقل الكلونة، فكلما كبرت قل عدد الكلونات.
تعبير الجينات المكلونة في بكتريا E. coli:

إن احد الأهداف الأساسية لتجارب الكلونة في بكتريا E. coli هو الحصول على سلالات هجينة من هذه البكتريا تحمل صفات وراثية إضافية لا تحملها أصلا، كان تكون إنتاج مادة مفيدة طبيا أو صناعيا أو غيرها. ويتم ذلك عادة من خلال إدخال جينات مشتقة من كائنات أخرى تحمل هذه الصفات. ولأجل الحصول على مثل هذه السلالات يشترط أن تكون الجينات المكلونة قادرة على التعبير في البكتريا المضيفة. ليست كل الجينات المكلونة في بكتريا E. coli قادرة على التعبير عن نفسها وخاصة تلك الجينات العائدة للكائنات الراقية. مما استدعى الباحثين للتحري عن أسباب فشل الجينات المكلونة في التعبير ومحاولة إيجاد الحلول المناسبة لتخطي هذه المشكلة.
من المعروف إن عملية تعبير ألجين تمر بمراحل أولها مرحلة استنساخ ألجين لتكوين جزيئة mRNA التي تخضع إلى عملية ترجمة لإنتاج البروتين، ولكي يصبح بروتينا فعالا يخضع بعد الترجمة إلى عمليات أخرى يطلق عليها معاملات ما بعد الترجمةpost-translation processing. وبهذا فان حدوث أي خطأ في أي مرحلة من هذه المراحل من شانه أن يمنع ألجين من التعبير عن صفته. علاوة على ذلك فان ألجين، وكما هو معروف، يكون محاطا بمجموعة من العوامل المسيطرة الضرورية لعملية التعبير و أهمها الحفاز Promoter والفاصل Terminator وكذلك موضع الارتباط بالرايبوسوم الذي يستنسخ إلى تتابع قصير في جزيئة mRNA يتعرف عليه الرايبوسوم ويرتبط به للبدء في عملية الترجمة (لاحظ الشكل أدناه)، ويقع هذا العامل على بعد بضعة نيوكلوتيدات عن النيوكليوتيد الأول الذي تبدأ عنده الترجمة.

[image: image4.emf]
من ذلك يتضح إن من المتطلبات الضرورية لتعبير الجينات المكلونة في بكتريا E. coli هي وضعها تحت سيطرة عوامل مشتقة من بكتريا E. coli ذاتها، لكي يمكن لإنزيمات هذه البكتريا التعرف على هذه التتابعات و أتمام عملية تعبير ألجين على أفضل صورة. و لأجل الوصول إلى هذه الغاية بنيت نواقل كلونة خاصة تحتوي على عوامل سيطرة مشتقة من بكتريا E. coli وقد أطلق على هذه النواقل اسم نواقل التعبير Expression vectors لأنها تساعد الجينات المكلونة على التعبير في هذه البكتريا.

إن أول واهم المتطلبات لتعبير ألجين المكلون هو وضعه تحت سيطرة حفاز قوي من حفازات E. coli ليتسنى لأنزيم RNA Polymerase التعرف على هذا الحفاز والارتباط به لبدء عملية استنساخ ألجين. فكما هو معروف تختلف حفازات E. coli في كفاءتها. فقسم منها توصف بالحفازات القوية وهي التي تعطي معدلات استنساخ عالية جدا. وتسيطر مثل هذه الحفازات عادة على الجينات التي تكون نواتجها مطلوبة بكميات كبيرة في البكتريا. أما الحفازات الضعيفة فتعطي معدلات استنساخ واطئة لان حاجة الخلية لنواتج الجينات التي تسيطر عليها هذه الحفازات تكون قليلة. واستنادا على ذلك يفضل استخدام الحفازات القوية في بناء نواقل التعبير كي تساعد الجينات الغريبة على التعبير بكفاءة في بكتريا E. coli. كما يمكن استخدامها لزيادة إنتاج بعض جينات بكتريا E. coli التي تعبر عن صفاتها بشكل ضعيف في الخلايا الطبيعية. 
(شكل يوضح تأثير الحفازات القوية والضعيفة في التعبير)

[image: image5]
فكما هو معروف تختلف حفازات E. coli في كفاءتها. فقسم منها توصف بالحفازات القوية وهي التي تعطي معدلات استنساخ عالية جدا. وتسيطر مثل هذه الحفازات عادة على الجينات التي تكون نواتجها مطلوبة بكميات كبيرة في البكتريا. أما الحفازات الضعيفة فتعطي معدلات استنساخ واطئة لان حاجة الخلية لنواتج الجينات التي تسيطر عليها هذه الحفازات تكون قليلة. واستنادا على ذلك يفضل استخدام الحفازات القوية في بناء نواقل التعبير كي تساعد الجينات الغريبة على التعبير بكفاءة في بكتريا E. coli. كما يمكن استخدامها لزيادة إنتاج بعض جينات بكتريا E. coli التي تعبر عن صفاتها بشكل ضعيف في الخلايا الطبيعية. 
(شكل يوضح تأثير الحفازات القوية والضعيفة في التعبير)

[image: image6]
 و بنيت على هذا الأساس مجموعة من نواقل الكلونة التي تحتوي على احد حفازات E. coli القوية. ويكون موقع التتابعات الحساسة للأنزيمات القاطعة (موقع القطع) بعد الحفاز القوي مباشرة بحيث يمكن استخدامها لغرس ألجين الغريب ليصبح تحت سيطرة حفاز الـ E. coli وبهذا يتم استنساخه بكفاءة عالية في هذه البكتريا. إن اختيار الحفازات المستخدمة في بناء نواقل التعبير لا يكون عشوائيا، وإنما يستند إلى خصائص معينة تتميز بها هذه الحفازات بحيث تعطي أقصى فائدة من استخدامها في هذه النواقل.
[image: image7.emf]
حفاز قوي





حفاز ضعيف





جين





جين





استنساخ





استنساخ





ترجمة





ترجمة





عدد كبير من جزيئات البروتين





عدد قليل من جزيئات البروتين





مستنسخات قليلة





مستنسخات عديدة





حفاز قوي





حفاز ضعيف





جين





جين





استنساخ





استنساخ





ترجمة





ترجمة





عدد كبير من جزيئات البروتين





عدد قليل من جزيئات البروتين





مستنسخات قليلة





مستنسخات عديدة








9

